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FOS como alternativa contra
el crecimiento y la virulencia
de Pseudomonas aeruginosa PAO1

FOS as alternative against growth and virulence of pseudomonas aeruginosa PAO1

Resumen

Objetivo: estudiar el efecto y el mecanismo de
modulacion de FOS e inulina sobre el crecimiento
y la virulencia de Pseudomonas aeruginosa
PAOI1. Métodos: para determinar el efecto de
FOS e inulina sobre el crecimiento de P.
aeruginosa, el cultivo se realizé en medio minimo
M9 suplementado con citrato 50 mM como fuente
de carbono a 37 °C durante 24 horas. Se
determinaron los niveles de citotoxicidad de un
co-cultivo o de P. aeruginosa y células
intestinales /ECIS8. Se extrajeron proteinas y se
cuantificaron mediante los niveles de la exotoxina
A secretada para la extraccion de mediante
western-blot. Se estudid, a través de ensayos de
PCR a tiempo real, el efecto de FOS e inulina
sobre la expresion de genes codificantes de
proteinas ampliamente implicadas en los sistemas
de secrecion Il y VI de P. aeruginosa PAOIL.
Resultados: 1. FOS inhiben el crecimiento de P.
aeruginosa PAOI; sin embargo, inulina causd
solo cambios insignificantes; 2. FOS e inulina
muestran efectos opuestos ya que mientras que la
inulina estimula la formacion de biopeliculas,
FOS ejerce un efecto inhibitorio; 3. FOS inhibe la
secrecion del factor de virulencia exotoxina A al
citosol dependiente del sistema de secrecion tipo
I, limitando su virulencia para las células IEC18;
4. FOS inhibe la expresion de genes que codifican
proteinas indispensables para el funcionamiento
adecuado de los sistema de secrecion Il 'y VI en
P. aeruginosa. Conclusiones: FOS reduce la
patogenicidad de P. aeruginosa PAO1 actuando
sobre diferentes mecanismos de virulencia.

ABSTRACT

Objective: to study the effect and mechanism of
FOS and inulin modulation on the growth and
virulence of Pseudomonas aeruginosa PAO].
Methods: To determine the effect of FOS and
inulin on P. aeruginosa growth, culture was
performed in M9 minimal medium supplemented
with 50 mM citrate as a carbon source at 37 ° C
for 24 hours. Cytotoxicity levels of a co-culture or
of P. aeruginosa and IEC18 intestinal cells were

determined. Proteins were extracted and
quantified by the secreted exotoxin A levels for
the extraction of western-blot. The effect of FOS
and inulin on the expression of protein coding
genes widely implicated in P. aeruginosa PAO1
secretion systems III and VI was studied through
real-time PCR assays. Results: 1. FOS inhibited
the growth of P. aeruginosa PAO1, however
inulin caused only insignificant changes; 2. FOS
and inulin show opposite effects; While inulin
stimulates the formation of biofilms FOS exerts
an inhibitory effect; 3. FOS inhibits the secretion
of virulence factor exotoxin A to the cytosol
dependent on the type II secretion system by
limiting its virulence for IEC cells18; 4. FOS
inhibits the expression of genes encoding proteins
essential for the proper functioning of the
secretion system III and VI in P. aeruginosa.
Conclusions: FOS reduces the pathogenicity of P.
aeruginosa PAO1 by acting on different
mechanisms of virulence.

Keyword: FOS, inulin, Pseudomonas aeruginosa
PAOI, Biofilms, secretion system II, III and VI,
IEC18 cells.

Olga Martinez-Augustin', Fermin Sanchez de
Medina?, Tino Krell®, y Abdelali Daddaoua®’

' Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular II; > Departamento de Farmacologia;
3Tino Krell y 4Abdelali Daddaoua, Estacion
Experimental de Zaidin. Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Granada Espafia CP,
18008

*abdelali.daddaoua@eez.csic.es.

Martinez-Augustin O, Sanchez de Medina F, Krell
T, y Daddaoua A. FOS como alternativa contra el
crecimiento y la virulencia de Pseudomonas
aeruginosa PAO1. Alianzas y Tendencias. 2017,
2 (1): 30-36.

Recibido: 7 febr 2017. Aceptado: 24 febr 2017.

articulo original

30



INTRODUCCION

El curso de la medicina cambid6 con el
descubrimiento de los antibidticos iniciando con la
penicilina por Alexander Fleming en 1928. Desde
entonces, los antibidticos han representado la Unica
opcion de tratamiento eficaz para las infecciones
bacterianas [1]. Sin embargo, su eficacia ha sido
seriamente comprometida por el uso abusivo e
indebido de estos farmacos, que han provocado la
aparicion de bacterias resistentes a muchos
antibidticos de uso comun, lo cual se entiende desde
una perspectiva evolutiva ya que los mecanismos de
resistencia  bacteriana han evolucionado con
compuestos  antimicrobianos naturales durante
décadas [2].

La aparicion de multiples mecanismos de
resistencia ha llevado a la utilizacion de multi-
estrategias, combinando distintos antibidticos y
realizando grandes esfuerzos en la investigacion y
desarrollo de nuevos agentes antibidticos quimicos,
para superar las deficiencias de los existentes. Sin
embargo, el desarrollo y la aprobacion de la
comercializacion de nuevos antibidticos no han
seguido el ritmo de la creciente amenaza para la salud
publica debido a la resistencia bacteriana a los
medicamentos. Una alternativa a este problema seria
el desarrollo de nuevos compuestos de origen natural
y vegetal con propiedad antibacteriana, una
alternativa menos costosa. En este contexto, distintos
tipos de oligosacaridos no digeribles (OND) son
utilizados en la industria alimentaria (como alimentos
funcionales) y farmacéutica (como nutracéuticos) por
su efecto probioticos [3]. Ademas, son utilizados
como aditivos para la preparacion de bebidas y
alimentos. Por tanto, son productos de gran interés
tanto desde el punto de vista econdmico como
sanitario.

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo
responsable de gran numero de infecciones
oportunistas en pacientes que presentan quemaduras
y pacientes con fibrosis quistica e inmuno-deprimidos
[4-6]. De hecho, se considera la principal causa de
morbilidad y mortalidad en dichos pacientes [7]. Esta
bacteria presenta una alta resistencia frente a los
antibidticos, lo que le hace muy dificil de combatir
[8], por lo cual es muy recomendable la busqueda de
nuevas alternativas y compuestos. Uno de los
importantes mecanismos de resistencia a los
antibioticos reside en el establecimiento de
biopeliculas [10-14], basada en el empaquetamiento
de microorganismos que crecen adheridas a una
superficie. Se han realizado importantes esfuerzos
de investigacion para estudiar los mecanismos
moleculares de su formacion, maduracién y
dispersion [11,12]. Se ha demostrado que los flagelos
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y el tipo IV pili mediada por la motilidad es un
requisito para la formacion eficiente de la biopelicula
[13,14].

La movilidad bacteriana incrementa la formacion
de biopeliculas; esta bacteria posee tres tipos de
movilidad caracteristicos de esta cepa: swimmig,
swarming y twitching [9]. Los dos primeros son
dependientes de flagelos funcionales, un flagelo
unipolar para el desplazamiento de tipo swimming y
flagelos peritricos para swarming; sin embargo,
twitching es un tipo de motilidad dependiente de pili
tipo IV.

La bacteria utiliza diferentes sistemas de
secrecion para inyectar factores de virulencia desde la
superficie al citoplasma de las células eucariotas, lo
que permite la replicacion bacteriana dentro de los
macrofagos y consecuentemente la evasion del
sistema inmune [15,16]. Actualmente, se han descrito
seis tipos distintos de sistema de secrecion desde el
sistema de secrecion tipo 1 (T1SS) hasta el tipo VI
(T6SS) [17], los cuales se diferencian en el
mecanismo molecular de secrecion y en el tipo de
sustancia toxica liberada, que condiciona la gravedad
de las infecciones por Pseudomonas aeruginosa.
Ademas, la activacion del sistema de secrecion tipo
VI (T6SS) induce la expresion de genes que codifican
la proteina hemolisina-coregulada (Hcp) y la familia
de proteinas VgrGl, VgrG2 y VgrG3, que forman
parte del grupo de genes T6SS [18] . La delecion de
los genes hcp o vgrG previene la secrecion de
proteinas de virulencia, lo que indica que Hcp y
VgrG son componentes estructurales del sistema
T6SS. Estos datos también sugieren que la inhibicion
de este sistema de secrecion puede ser una estrategia
alternativa para combatir la infeccion bacteriana, lo
que hace muy recomendable la busqueda de nuevos
agentes con este fin.

Un numero significativo de compuestos naturales
se han encontrado para inhibir el crecimiento
bacteriano, aunque su mecanismo de accion sigue
siendo poco claro [19, 20]. Recientemente, se han
descrito algunos OND los cuales ejercen efectos
antibacteriano frente a P. aeruginosa, especialmente
los fructooligosacaridos (FOS) [9]. Los OND son
aquellos oligosacaridos con distintos grados de
polimerizacion que son resistente a la accion de
enzimas digestivas del organismo debido al tipo de
enlace glucosidico que se da entre los monomeros.
Distintos estudios en animales han demostrado el
efecto prebidtico de los OND, principalmente de
FOS [21, 22].

La inulina y FOS son fructooligosacaridos
lineales B(1-2) que difieren tan solo en el grado de
polimerizacion, siendo de 2-20 en el caso de FOS y
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de 20 a 60 en la inulina. Son de origen natural, puesto
que se encuentran en raices de plantas como la
achicoria, la dalia, la cebolla y el ajo. Inulina y FOS
se consideran prebidticos basandose en la
observacion de que diversos estudios demuestran que
son capaces de promover el crecimiento de bacterias
intestinales beneficiosas, principalmente
bifidobacterias [23,24], y en menor proporcion
lactobacilos y probablemente otras especies, dando
lugar a efectos beneficiosos en el hospedador.
Ademas de los efectos relacionados con alteracion de
la defensa gastrointestinal, se ha demostrado su
efecto, especialmente FOS, frente al crecimiento de
P. aeruginosa [9].

En este trabajo demostramos que la adicion de
FOS a los cultivos de P. aeruginosa inhibe el
crecimiento y la formacion de biopelicula. Este
efecto parece ser especifico para FOS, ya que el
tratamiento con inulina no mostrd ningtin efecto. FOS
actua sobre el sistema de secrecion tipo II inhibiendo
la secrecion del primer factor de virulencia exotoxina
A. Ademas modula el funcionamiento de los sistemas
de secrecion Il y VI reduciendo la expresion de los
genes codificantes de proteinas estructurales
indispensables para su adecuado funcionamiento.

En conjunto, los datos sugieren que FOS puede ser un
componente util para incluir en el tratamiento de
infecciones por P. aeruginosa.

METODOLOGIA
Cepas bacterianas utilizadas en este estudio. P.
aeruginosa PAO1 se cultivé en medio LB o medio
minimo M9 [25]. Cuando se necesitd, se afiadid
ampicilina al medio de cultivo (50 pg/ml).

Efectos de la inulina y FOS en el crecimiento de P.
aeruginosa. Se recogieron colonias individuales de P.
aeruginosa PAO] recién crecidas de la superficie de
placas LB agar y se cultivaron durante una noche en
medio minimo M9 suplementado con citrato 5 mM
de 37°C. El cultivo durante la noche se diluyo con
medio fresco a una DO660 nm de 0,05. A
continuacion, en placas de poliestireno de 96 pocillos
de fondo plano, se pusieron 180 pul por pocillo de esta
suspension. Luego se afiadieron 20 pl de inulina o
FOS para alcanzar concentraciones finales de 20
mg/ml. Las placas se incubaron a 37°C bajo agitacion
continua en un sistema de analizador de MBR de
Bioscreen C FP-1100-C (OY Growth Curves Ab
Ltd., Raisio, Finlandia). La turbidez se midi6 cada 60
min durante un periodo de 24 h, usando un filtro de
banda ancha a 420-660 nm. Las mediciones a 580 nm
se utilizaron para generar curvas de crecimiento.

Determinacion semicuantitativa de la formacion de
biopelicula. La determinacion semicuantitativa de la
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formacion de biopelicula se realiz6 como se describe
[26]. Los experimentos se realizaron en placas de
microtitulacién de poliestireno de 96 pocillos de
fondo plano en medio M9 suplementado con 0,2%
(p/v) de glucosa y casaminoacidos en ausencia y en
presencia de diferentes concentraciones (hasta
35mg/ml) de inulina o FOS. La formacion de
biopelicula se cuantificd después de 8 h utilizando el
método del cristal violeta [27] y determinando los
valores de densidad optica.

Determinacion de la concentracion de exotoxina A en
células IEC18 de rata. Las células IEC 18 se
cultivaron en placas de 6 pocillos. En la confluencia
se infectaron células IEC18 con P. aeruginosa a
razén de 5 células bacterianas por célula eucariota en
ausencia y en presencia de 5 mg/ml de FOS e inulina.
Las placas que contenian células se lavaron 3 veces
con PBS y se incubaron con una solucion de
gentamicina (100 pg/ml) durante 1 hora para eliminar
las bacterias. Posteriormente, las placas se lavaron 3
veces con PBS antes de la recoleccion de células
utilizando tampén RIPA que contenia el coctel
inhibidor de proteasa (Sigma). Las proteinas se
extrajeron para analisis mediante Western-blot
usando anticuerpo frente Exotoxina A (Sigma) en una
diluciéon 1:2000 (v/v). Después de la incubacion
durante la noche con el anticuerpo primario, la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario
(anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa,
Sigma) a una dilucion de 1: 3000 (v/v) durante dos
horas. Las bandas se detectaron mediante
quimioluminiscencia (PerkinElmer, Waltham, MA) y
se cuantificaron con el software NIH (Scion Image).

Analisis de la expresion génica mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. Se estudio la expresion de
los genes pcrV, exAs, hcp y vrgG usando PCR
cuantitativa a tiempo real. EIl ARN total se obtuvo
mediante el método TRI reagent®/BCP (Ambion).
Un pg de ARN se retrotranscribidé siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante (iScript,
BioRad, Alcobendas, Espaiia) y se amplificaron
secuencias de ARN especificas con el dispositivo de
PCR a tiempo real MX3005P (Stratagene).

Los genes de interés se amplificaron mediante PCR, a
través de GoTaq @qPCR  Master Mix
(PromegaMadison, WI, EE.UU.), utilizando 1 pg de
cDNA como molde y los cebadores a 61°C como
temperatura de hibridacion y durante 40 ciclos. Los
valores se normalizaron mediante la transcripcion del
gene de referencia 16S.
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RESULTADOS
Efecto de FOS e inulina sobre el crecimiento de P.
aeruginosa PAO1
Basandose sobre los datos descritos por Ortega-
Gonzalez et al (2014) [9] y para estudiar el efecto de
la inulina y FOS sobre el crecimiento de P.
aeruginosa PAOL1, se utilizé una concentracion de 20
mg/ml de ambos productos en medio minimum M9
suplementado con citrato a 5 mM como fuente de
carbono. Mientras que la inulina caus6 sélo cambios
minimos sobre el crecimiento bacteriano, la adicion
de FOS inhibié claramente el crecimiento (Fig 1).
Dado que FOS e inulina tan solo difieren en el grado
de polimerizacion, nuestros resultados indicarian que
éste es un parametro importante en la actividad
antibacteriana.

- WT(-)
@ Inulina (20 mg/ml)

a-FOS (20mg/ml)

“660nm

30

Tiempo ( Horas)

Figura 1: Efecto de la inulina y FOS sobre el crecimiento de P.
aeruginosa PAO1. Se muestra el efecto de inulina (cuadros negros)
o FOS (triangulos blancos) sobre el crecimiento de P. aeruginosa
PAOI a concentracion de 20 mg/ml [9]. El crecimiento se realizo
en medio minimo M9 suplementado con citrato 5 mM como fuente
de carbono a 37 °C durante 24 horas.

Efecto de FOS e Inulina sobre la formacion de
biopeliculas por Pseudomonas aeruginosa PAOI
Con el proposito de estudiar la influencia de FOS e
Inulina en la formacion de biopeliculas, se cultivo P.
aeruginosa en presencia de distintas concentraciones
de ambos compuestos (5-35 mg/ml) durante 8 horas.
En la figura 2 se representan el porcentaje de
crecimiento de la biopelicula en funciéon de la
concentracion de inulina y FOS en el medio de
cultivo. El crecimiento de la biopelicula fue
determinado mediante tincion con cristal violeta de
las bacterias y posterior determinacion de la
absorbancia. Los resultados muestran que estos
compuestos tienen efectos opuestos; mientras que la
inulina estimula la formacioén de la biopelicula, FOS

ejerce un efecto inhibitorio.

Analisis de la actividad del sistema de secrecion Il 'y
VI por deteccion de exotoxina A intracelular

P. aeruginosa emplea una serie de sistemas para

secretar proteinas que juegan diferentes papeles

durante la infeccion. El sistema de secrecion tipo I es
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responsable de la secrecion de la mayoria de los
exoproductos en el entorno circundante, incluyendo
la exotoxina A, mientras que los sistemas III y VI
regulan la secrecion de las proteinas directamente al
citoplasma de la célula huésped. Para analizar el
papel de los sistemas de secrecion en los efectos
mediados por FOS/inulina, se cuantificd la exotoxina
A en el sobrenadantes de co-cultivos bacterianos con
células eucariotas y dentro de células eucariotas. Para
garantizar una completa separacion de las células
eucariotas y las bacterias, se utilizé la linea de células
de epitelio intestinal de rata IEC-18, exhibe
respuestas inflamatorias

160

m % PAOI+FOS
140 % PAO1+Inulina
120 = Compuesto (mg/ml)
100

% Crecimiento
&§ &8 8

0 +
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracién compuestos (mg/ml)

Figura 2: Formacion de biopeliculas por P. aeruginosa.
Cuantificacion de la formacion de biopelicula en ausencia y en
presencia de diferentes concentraciones de FOS e inulina (5-35
mg/ml). La formacion de biopelicula se monitorizé en medio M9
suplementado con glucosa al 0,2% (p / v) y casaminoacidos y se
cuantifico después de 6 h mediante medida de la DO a 560 nm de
las bacterias tefiida mediante violeta de cristal.

Los resultados de western-blot usando anticuerpos
frente a exotoxina A mostraron que la adicion de
FOS e inulina no alteré los niveles de exotoxina A
presentes en el medio de cultivo. No obstante, se
observd que FOS reduce los niveles intracelulares de
exotoxina A en células IEC-18 cuando se co-
cultivaron con P. aeruginosa, mientras que no se
observd cambio significativo en presencia de inulina
(Figura 3A).

Basandonos en los datos anteriores, formulamos la
hipotesis de que la reduccion mediada por FOS en la
concentracion intracelular de exotoxina A puede ser
debida a la inhibicion de la transcripcion de proteinas
implicadas en el sistema de secrecion. Con el fin de
comprobar esta hipotesis, se realizaron experimentos
de PCR a tiempo real con el fin de caracterizar la
expresion de 4 genes que participan en la accion y el
funcionamiento adecuado de los sistemas de
secrecion 111 y VI. Los productos de los genes pcrV'y
exAs controlan la activacion del sistema de secrecion
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tipo III [28], mientras que las proteinas codificadas
por hcpl y vrgGl son necesarias para el sistema de
secrecion tipo VI [29]. La inulina causé una
estimulacion significativa de la expresion de pcrlV 'y
exAs (Figura 3B), mientras que la transcripcion de los
otros dos genes permanecidé sin cambios. Por el
contrario, la expresion de exAs y hcpl fueron
dramaticamente reducidos su expresion por factores
de aproximadamente 20 y 7, respectivamente, en
presencia de FOS (Fig. 3B).

A IEC 18+ p. aeruginosa PAOI (1:5)
(=) sustrato (+) Inulina (5 mg/ml)  (+) FOS (5 mg/mi)
3
* Control
25 ¥ W inulina
uFOS
2
¥
15
1 - - - -
05
*
*
0 +—— - - —
perV exAs hepl vrgG1

Sistema de secrecon I Sistema de secrecon VI

Figura 3: Efecto de FOS e inulina en la expresion de genes de
sistemas de secrecion de P. aeruginosa. A) Determinacién por
Western blot de la concentracion celular de exotoxina A en células
IEC18 después del co-cultivo con P. aeruginosa en presencia y
ausencia de FOS e inulina. B) Estudios de PCR a tiempo real de P.
aeruginosa cultivadas en presencia y ausencia de inulina. Se
muestran la expresion de genes que codifican proteinas de los
sistemas de secrecion 111 y VI.

DISCUSION
FOS, uno de los OND mas empleados, tiene efectos
especificos sobre P. aeruginosa al inhibir su
crecimiento y la formacion de biopeliculas. Es
interesante destacar que FOS e inulina afectaron de
forma opuestas a la formacion de biopeliculas, lo que
podria ser de gran interés en sanidad. Con el objetivo
de determinar si FOS efectivamente disminuye la
virulencia de P. aeruginosa, se selecciono el gene
toxA, que codifica la exotoxina A que es el factor de
virulencia determinante de patogenicidad en esta
especie bacteriana. Se utilizaron células de epitelio
intestinal (IEC18), que por crecer en monocapa
adherida a la superficie permiten eliminar los restos
de bacterias por medio de lavados sucesivos mas
facilmente que en cultivos en suspension. Nuestros
estudios confirmaron que FOS, pero no inulina,
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reduce la cantidad de exotoxina A presente en las
células infectadas. La variedad de procesos celulares
modulados por FOS fue un hallazgo ciertamente
sorprendente. Es posible que estos efectos impliquen
la interaccion con receptores de adhesion,
sefializando a través de diferentes cascadas y
modulando en tltimo término distintos procesos
celulares. Este mecanismo seria comparable al de
otros glucdsidos antimicrobianos [28]. Globalmente,
nuestros resultados indican que FOS puede reducir la
patogenicidad de P. aeruginosa in vitro de forma
especifica, actuado a varios niveles. La gravedad de
la infeccion depende de los factores de virulencia
expresados por la bacteria y de su incorporacion
mediante los sistemas de secrecion al interior del
huésped. Como resultado, las infecciones por P.
aerugionosa son generalmente dificiles de tratar.

Nuestros datos sugieren que FOS podria ser ttil para
combatir infecciones por P. aeruginosa como
componente de una mezcla de antibidticos. También
podria emplearse via oral como profilactico con el
objetivo de prevenir infecciones gastrointestinales.
Sin embargo, cualquier aplicacion clinica requeriria
un estudio mas exhaustivo del efecto de FOS en
humanos.

CONCLUSION
FOS modula la patogenicidad de P. aeruginosa
PAO1 actuando sobre diferentes mecanismos de
virulencia; ademas de su efecto sobre el crecimiento
y la reduccion de la formacion de biopelicula, FOS
reduce la secrecion del primer factor de virulencia
exotoxina A y modula el funcionamiento adecuada de
los sistemas de secrecion [Ty VI.
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